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本学位論文は以下の論文を基礎としたものである。
本文中及び図表中では、以下の略語を使用した。
ATP：adenosine－5’－triphosphoricacid
BLM：Bloom
bp：basepalr
BS‥Bloomsyndrome
CDNA：COmPlementarydeoxyribonucleicacid
CPT：CamPtOthecin
DEPC：diethylpyrocarbonate
DMEM：Dulbecco，smodi且edEaglemedium
DMSO：dimethylsulfoxide
DSBs：doublelstrandbreaks
dsDNA：doublestrandDNA
EDTA：ethylenediamine－N，N，N’，N’－tetraaCeticacid
EtBr：ethidiumbromide
FCS：fbtalcalfserum
HEPES：n－2－hydroxyethylpiperadine－N’－ethaneSulfbnicacid
HR：homologousrecombination
ICRF－193：meS0－4，4’－（2，3－butanediyl）－bis（2，6－Piperazinedione）
MMS：methylmethaneSulfbnate
mRNA：meSSengerRNA
NHEJ：nOn－homologousendjoining
4－NQO‥4－nitroquinoline－1－OXide
PBS：Phosphate－buffbredsaline
PCR：POlymerasechainreaction
RT－PCR：reVerSetranSCrlPt10n－POlymerasechainreaction
RTS：Rothmund－Thomsonsyndrome
SCE：Sisterchromatidexchange
WRN：Werner
WS：Wernersyndrome
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第1章　緒言
第1節　RecQ helicase family
ヒトを含めた脊椎動物門において、大腸菌Rec（〕のホモロ
グが五種類「RECQLl，BLM（RECQL2）、WRN（RECQL3）、
RTS（RECQL4）、RECQL5（Fig．1）」同定されている（Enomoto，
2001主
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Fig．lRecQhelicasefhmily
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RecQ　ファ　ミリーにはその中央付近に　DNA　へリ　カーゼ
モチーフが存在し、ヒトでは　RECQL4　を除いて，RECQLl，
BLM，WRN，RECQL5　に、大腸菌の　RecQ　と同様に二本鎖
DNA　を巻き戻す　DNA　へリカーゼ活性が検出されている。
近年、Recq　へリカーゼの欠損により高発癌性、発育不全、
老化の促進等の症状を示す遺伝病群が報告された。すなわち
Bloom症候群（BS）、Werner症候群（WS）、Rothmund－Thoms。n
症候群（RTS）の原因遺伝子がそれぞれ、βエ〟、阿児Ⅳ、Rrg
伊gCe上4ノ　である　こ　と　が明　らかと　なった（Ellis et a1．，
1995；Yu et a1．，1996；Kitao et a1．，1999）。本研究では、特に、
WRNに注目　して、その機能の解析を行った。
大腸菌rece変異株では、チミン飢餓における致死性を抑
制する変異株として単離され、その原因遺伝子として　rece
遺伝子が同定された。RecQ　は遺伝学的にRecE経路やRecF
経路の相同組換えに関与することが報告されている。また、
rece　破壊株において非相同組換えが克進していたことから、
Rec（〕は非相同組換えを抑制する働きがあると考えられてい
る。生化学的には、RecQタンパク質はRecA　が触媒する相
同的なDNAのペアリング反応を促進する活性や、組換えの
中間体であるjoint moleculeを破壊する活性なども持ってい
る。従って、RecQタンパク質はDNA組換えに促進的に働く
場合と抑制的に働く場合の両者の可能性が示唆されている
（Nakayama，2001）。
第　2節　Werner症候群（WS）
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Werner症候群（WS）は遺伝的早期老化症候群（早老症）
と呼ばれ、若年期から壮年期にかけて種々の老化関連症状を
発現する常染色体劣性遺伝病である。1904　年にドイツ人眼
科医　Wernerによって「若いにもかかわらず白内障になる」
症例が最初に報告された代表的老化モデル疾患のひとつで
ある（Werner，1904）。世界的には日本からの症例が多く報告
°
され、全1100　症例の　う　ち　800　症例にも及んでいる。WS　の
臨床症状と　しては、種々の成人病症状・早期白髪・白内障・
皮膚症状・骨粗紫症・糖尿病・動脈硬化症等があげられるが、
痴呆は稀である（Goto andIshikawa，2000；Fig．2）。
死亡　　　　49．0±12
動脈硬化　44・3土6・6
悪性癌　　42．7±8．3
糖尿病　　33．7士8．7
白内障　　29．7士6．9
皮膚硬化　26．9士10．2
しゃがれ声23．8士9．6
白髪　　　20．0±8．7
成長遅延　17．6士7．3
10　　　　20　　　　30　　　　40　　　　50　　　　60
年齢（歳）
Fig．2WSの種々の症状の発現年齢分布
WS細胞では、細胞寿命の短縮、DNA複製開始点間距離の
延長、テロメア短縮速度の増大、染色体不安定性、自然突然
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変異率の増加が観察されている。また、紫外線（UV）、電離
放射線には感受性を示さないが、CamPtOthecin（CPT）や
4－nitroquinoline－1－OXide（4－NQO）等の　DNA傷害剤に対して
感受性が高いことが報告されている（Pooteta1．，2002）。原因
遺伝子である　抒胤Vは1996年にクローニングされ、その遺伝
子産物WRNはその中央部に　Recqへリカーゼファミリーに
特有のへリカーゼ領域を持つ1423アミノ酸残基からなるタ
ンパク質であることが示されている（Yu eta1．，1996）。
WS患者細胞における　WRNの変異にホットスポットはな
く、現在までに明らかとなった変異は19種類になるが、ど
の変異によっても　WS患者は同じ様な臨床症状を示す。これ
らの変異遺伝子産物は、C末端を持たないタンパク質と、へ
リカーゼドメインを持たないタンパク質の2つの種類に分
けられ、いずれの変異によっても核移行シグナルを欠いた不
完全なタンパク質になることが予想される（Matsumoto et a1．，
1997）。従って、例え変異タンパク質が細胞内で発現したと
しても、WRN　が機能する場所である核に移行できないため
に本来の機能が果たせなくなり（Matsumotoeta1．，1997）、WS
では変異の種類の多様性にもかかわらず、共通した臨床症状
を示すと考えられている。一方、WRN　は対数増殖期にある
ヒト細胞では主に核小体に存在し、静止期にある細胞、また
はなんらかのストレスを与えた細胞では主に核質に存在す
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ることが報告された（Gray et a1．，1998）。さらに、CamPtOthecin、
etoposide、bleomycin等のDNA傷害剤をヒト細胞に暴露する
と、WRNが主に核質で　RPA、RAD51と共局在するこ　とが報
告されている（Sakamoto et a1．，2001）。またWRNは、多くの
DNA　複製、修復、組換えに関わるタンパク質と相互作用す
ることが報告されている（Enomoto，2001）（Fig．3）。
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Fig．3WRNと関連タンパク質
第3節　本研究の　目的
Fig．3　に示したよ　うに多数の　WRN　と相互作用するタン
パク質が同定され、さ　らにそれらの相互作用について詳細な
生化学的な解析が報告されている。しかしながら、細胞の中
で実際に　WRN　および　WRN　関連タ　ンパク質がどのよ　う
に連携して働いているか実証された例はほとんどない。そこ
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で本研究では、WRNと非相同結合末端結合（non homologous
end joining：NHEJ）で中心的な役割を果たすタンパク質、
KU70及びDNA－PKcs（Fig．3）に着目　し、WRN　と　NHEJ　と
の機能の関連の解析を目指した。さらに本研究では、WRN
が　PCNA，DNA　ポリメラーゼ　8，WRNIPl　などの　DNA　複
製関連タンパク質と相互作用することに着目し（Fig．3・）、
WRNと　DNA　複製との関係の解明を目指した。
第4飾　ニワトリ　Bリンパ細胞由来DT40細胞株の
実験系
ヒトやマウスの抗体遺伝子は多数の　Ⅴ断片とJ断片がラ
ンダムな組み合わせで非相同組換えの　Ⅴ－J組換えを起こし、
その結果、各々の　Bリンパ細胞は多様な　Ⅴ－J断片を合成す
ることにより抗体の多様性を創出する。しかしながらニワト
リにおいてはそれに加え、特殊な組換え「遺伝子変換（Iggene
COnVerSion）と呼ばれる　DNA相同組換え機構」により抗体可
変部の多様性を創出している。ニワトリ抗体軽鎖遺伝子は1
個のV断片の上流に25個の偽V断片（pseudo V）を持つ。
この偽　Ⅴ断片は、プロモーターや　Ⅴ－J組換えシグナルを持
たないが、Ⅴ－J断片と約90％の相同性を持つ。偽Ⅴ断片はそ
の高い相同性により、B前駆細胞の分裂中に　Ⅴ－J断片と組換
えを起こし、Ⅴ－J断片の一部が数塩基から数百塩基にわたり
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偽　Ⅴ　断片に置き換えられる。このよ　うな相同組換えの結果
生じる一方向性の　DNA　の移動のことをIg gene conversion
という（Reynaud et al．，1987）。
DT40細胞株は、ニワトリ　Bリ　ンパ球由来の細胞であり、
ニワトリ　の免疫担当器官であるブルサ内の細胞をトリ　白血
病ウイルスで不死化させ、ニワトリ　Bリ　ンパ球前駆細胞の
分裂の際に行われる　Ⅴ－J断片と偽　Ⅴ　断片間の相同組み換え
の結果生じるIg gene conversionの能力の保持を指標として
単離された（Buerstedde et a1．，1991）。
ゲノム　DNAを含むプラス　ミドを高等真核細胞に導入する
と、核に到達したプラス　ミドのごく　一部分がゲノムに取り込
まれその一部となる。この過程をイ　ンテグレーショ　ンと呼び、
大部分のイ　ンテグレーショ　ンはゲノム上の様々な位置にラ
ンダムに起こる（ランダムイ　ンテグレーショ　ン）。これに対
し、ごく稀に、プラス　ミドに含まれる　DNA断片と相同な塩
基配列を持っゲノムとが相同組換えを起こ　して導入プラス
ミドがゲノ　ムに組み込まれるこ　とがある（ターゲットインテ
グレーショ　ン）。比較的ターゲットインテグレーショ　ンが起
こ　り　やすいマウスの　ES細胞でもランダムイ　ンテグレーショ
ンがターゲットイ　ンテグレーショ　ンに比べて100　倍以上の
確率で起こる。しかしながら　DT40細胞株では高い相同組換
え活性が保持されているため、オボアルブミ　ンなどのサイ　レ
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ントな遺伝子座を含めた全ての遺伝子座に対して、ターゲッ
トインテグレーションがランダムインテグレーションと同‘
頻度で起こる（Buerstedde et a1．，1991）。
また、DT40細胞株は第二番染色体がトリ　ソミーであるこ
とを除きカリオタイプが安定であり、細胞の表現型が安定で
ある。また、高等動物細胞の中では例外的に高い相同組換え
能を保持したまま増殖することが可能であり、その性質を利
用して効率良く遺伝子のノックアウトを行うことができる。
本研究では　DT40　細胞株を使って　秒リLV　と　NHEJ　関連
タンパク質遺伝子二重変異株などを効率良く作製し、細胞レ
ベルで　WRN　と　NHEJ　との関係を調べることにした。
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第2∴章　∬〃7β‾′ソ阿児Ⅳ‾／‾細胞株の解析
第1節　　はじめに
WRN　は多くの　DNA　複製、修復、組換えに関わるタンパ
ク質と相互作用し（Fig．3）、相互作用している相手方のタン
パク質の機能から、塩基除去修復経路　base excision repair
（BER）、相同組換え修復経路　homologous recombination
repair（HRR）、非　相　同　末　端　結　合　経　路　non－homologous
end－joining（NHEJ）に関与しているのではないかと考えら
れている（Enomoto，2001）。しかしながら、実際に細胞レベ
ルで　WRN　がこれらの経路で機能している証拠は提出され
ていない。当研究室の大槻は、移りLV　と相同組換えに関わる
ズRCCJ　の二重遺伝子破壊株を　DT40　細胞を用いて作製し、
WRN　は　XRCC3　の関わる経路と　は独立した経路で機能す
るこ　とを既に実験的に示していた。そこで私は、未だ解決し
ていない丁細胞レベルでの　WRN　と　NHEJ　との関係の解明」
という問題に、DT40　細胞を用いて取り組むこ　とにした。
第2節　非相同末端結合（NHEJ）
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2・l DNA二本鎖切断修復
DNA　二本鎖切断（double strand break；DSB）の修復は
homologousrecombination（HR）、Single－Strandannealing（SSA）
やnon－homologous end－joining（NHEJ）などの修復機構によ
り修復される（Pastink et al・，2001）。一般的に、HR　は
error－free（誤りのない）型、SSAおよびNHEJはerror－PrOne
（誤りがちな）型の修復と考えられている。これら　3つの修
復機構は進化上保存されているが、種によっていずれの修復
機構を主に選択するかは異なっている。下等真核生物の細胞
では主にHRが機能し、NHEJはバックアップシステムと考
えられている（Sonoda ct a1．，2006）。　一方、高等真核生物の
体細胞ではHRとNHEJの両方が機能することで修復を行う
と考えられている。どの修復機構を利用するかは、種による
違いのほかに、細胞周期の時期やDNA損傷の種類や度合い
などに依存して大きく変化することが知られている（Sonoda
et al・，2001）。
2・2　Non－homologous end－joining（NHEJ）
DSBが生じた際、DSBのDNA末端にKU70／KU80　へテロ
ダイマーが結合し、さらにDNA依存性プロテインキナーゼ
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（DNA－PKcs）が　KU70／KU80　へテロダイマーの結合部位に
リクルート　される。二つの　DNA末端のそれぞれに結合して
いる　KU70／80／DNA－PKcs　複合体が会合することで、その触
媒サブユニットである　DNA－PKcsが活性化され、DNA－PKcs
自身を含めたタンパク質のリ　ン酸化が起こる。続いて、
XRCC4、DNA LigaseIV、DNApolymeraseなどが損傷部位に
リクルート　されて複合体を形成し、それらの酵素群の働きに
より　DSB　がIigation　されて修復が完了する（Burma et a1．，
2006；Fig．4）。
NHEJ　はその過程において　DNA鎖の非常に短い相同性を
用いて、あるいは全く用いるこ　となく修復を行うため、修復
の結果がerror－freeの場合もあるが、基本的にerror－PrOne（誤
りがち）なDNA修復である（Sonoda et a1．，2006）。
WRN　は　KU70　および　DNA－PKcs　と相互作用する　こ　と
から、NHEJ　の初期過程で何らかの機能を果たしている可能
性が示唆されているが、実際に機能していることを示す証拠
は未だに提出されていない。
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Fig．4非相同末端結合（Non－HomologousEndJoining；NHEJ）機構
第　3節　結果
3．1DT40∬U7〃‾／‾／阿児Ⅳ‾／‾　および　βⅣA＿P∬ぐ∫－／一／－／阿児Ⅳ・／一
二重遺伝子破壊株の作製
WRN　と　NHEJ　との細胞レベルでの関係を調べるため、
DT40　　細　胞　を　用　い　て　　gU70‾／ソ阿児Ⅳ‾／‾　　お　よ　び
βⅣ4－ノ）∬C∫‾／‾／‾／抒胤Ⅳ‾／‾　二重遺伝子破壊株を作製することにし
た。京都大学の武田俊一博士よ　り分与された　DT40　gU70‾／ノ‾
（Takata et a1．，1998）およびDNA－PKcs，／，／－（Fukushima et a1．，
2001）単独遺伝子破壊株に対し、抒リLV　遺伝子破壊用ベクタ
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ー（Fig．5A）を2回連続して細胞に導入し（抒胤Ⅳ第1遺伝子
座にblasticidin耐性遺伝子を、第2遺伝子座にpuromycin耐
性遺伝子を組込む）、阿児Ⅳ　遺伝子座の両方のアレルが破壊
された細胞を選択した。阿児Ⅳ　遺伝子座の破壊の確認はサザ
ンプロット法により行った（Fig．5B　および　5C　の　panel
a）。　さ　ら　に　目　的　ど　お　り　だU70‾／ソ抒リLV‾／‾　お　よ　び
βⅣ4題Pgc∫‾／√／阿児Ⅳ‾／‾　二重遺伝子破壊株ができたか否か、
RT－PCR　法で　WRN，KU70，DNA－PKcs　の　mRNA　の発現の
有無を調べた。その結果、それぞれの株の樹立を確認するこ
とができた（Fig．5B　および5C　の　panelb）。
3．2　∬U7β‾′‾／阿児Ⅳ‾／‾　および　βⅣd－Pgc∫一／－／－／阿児ルー／一　株
の細胞増殖能
まず、樹立した二重遺伝子破壊株の細胞増殖を調べた。
阿児Ⅳ‾／‾　単独破壊株は報告どおり野生株と差のない細胞増殖
を示し、gU70－／‾単独破壊株では野生株に比べ若干の増殖の
遅れが観察された（Fig．5D－a；Imamura et al，2001；Takata et
a1．，1998）。一方、gU70‾／‾／搾りLV‾／‾　二重破壊株はgU70－／－単独
破壊株よりもほんの少し増殖が遅くなった（Fig5D－a）。一方、
βⅣ4－P∬C∫‾／‾／‾／抒リLV‾／‾　二重破壊株は、それぞれの単独破壊株
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と同様に野生株と同等の細胞増殖能を示した（Fig．5D－b）。
さらに一定の細胞数をまいた後のコロニー形成能を調べだ
ところ、Fig．5D　の細胞増殖能と同様に　〟U70‾／‾／阿児Ⅳ‾／‾　二重
破壊株のコロニー形成能は、それぞれの単独破壊株よりも低
下し、βⅣ4－P者C∫‾／‾／‾／阿児Ⅳ‾／‾　二重破壊株では野生株のそれと
ほぼ同程度であった（Fig．5E）。
コロニー形成能が低下するという　ことは、増殖能を失った
細胞出現する頻度の上昇を意味する。すなわち、細胞増殖曲
線およびコロニー形成効率から判断して、KU70　が存在しな
い時に、WRN　の機能が細胞の生存にとってよ　り重要となる
こ　と　が示唆された。一方、DNA－PKcs　は　KU70　と　同　じ
NHEJ　経路で機能するにも関わらず、細胞増殖という観点か
らすると、その重要性は異なり、KU70には　NHEJ以外の機
能がある可能性が示唆された。
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3・3I）NAトポイソメ　ラーゼII　阻害剤に対する感受性
DNAトポイ　ソメ　ラーゼは二本鎖　DNA　に超ラセン構造
を導入したり、解消する酵素であり、大きくわけて一本鎖
DNA　の切断／再結合を通じて超ラセンを変化させるI　型
トポイソメラーゼと、二本鎖　DNA　を切断／再結合を介す
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るII　型トポイソメラーゼがある。ここで、NHEJ　に欠損を
持つ　DT40　細胞株は　DNAトポイソメラーゼII（TopoII）
阻害剤であるEtoposideやICRF－193　に高い感受性を示すこ
とが報告されている（Adachietal・，2004a）。これらの　TopoII
阻害剤により　DNA　二本鎖切断（DSB）が誘導されること
から、NHEJ　がこの　DSB　を主に修復していると考えられる。
ここでもし、WRN　が　NHEJ　経路で機能するならば、これ
らの阻害剤に対し感受性を示すことが予想される。
そ　こ　で、阿児Ⅳ－／－単独破壊株お　よ　び　gU70当炒りLV－／一，
βⅣ4－Pgc∫‾／｛／搾りLV．／‾　二重遺伝子破壊株のこれら阻害剤に対
する感受性を調べた。
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その結果、gU70‾／‾　および　βⅣ4－Pgc∫‾／‾／‾　単独破壊株は報告
通り、Etoposide（Fig．6A）やICRF－193（Fig．6B）に高感受性
を示した。一方、炒りLV．／‾単独破壊株の感受性は野生株のそれ
と同等であった（Fig．6A　と　6B）。
また、〟U70‾つ附属〃‾／‾，βⅣ4－P〟C∫‾ノ／‾／‾／阿児Ⅳ‾／‾　二重遺伝子破
壊株の　topoII　阻害剤感受性はそれぞれの　〟U70‾／‾　および
βⅣ4－Pgc∫－／－／一　単独破壊株の感受性と同じだった（Fig．6A
と　6B）。従って　topoII　阻害剤に対する感受性から判断して、
WRN　は　NHEJ　に全く　あるいはほとんど関与しないこ　とが
示唆された。一方、∬U70‾／ソ阿児Ⅳ‾／‾　二重破壊株にニワトリ
KU70　の　cDNA　を導入　した　と　こ　ろ、二重破壊株の示す
ICRF－193　感受性が抑制されたことから（Fig．6C）、これらの
表現型は　KU70　の機能の欠損によることが更に確認され
た。
3．4DNAトポイソメ　ラーゼI　阻害剤に対する感受性
細胞を　DNAトポイソメラーゼI（topoI）阻害剤である
CamPtOthecin（CPT）で処理すると、DNA　一本鎖切断（SSB）
が誘導される、そこに　DNA　複製装置が衝突すると二本鎖
DNA　切断（DSB）が生じる。ここで　NHEJ　に欠損を持つ
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DT40　細胞株は　CPTに高い抵抗性を示すことが報告されて
いる（Adachiet a1．，2004b）。これは　DSB　が　NHEJ　によづ
て「細胞にとって毒性の高い中間体」に変換されるため、細
胞は　CPT　に感受性を示すことが示唆される。したがって、
NHEJ　がなければ　DSB　は　NHEJ　以外の経路で修復される
ため、NHEJ　欠損株は　CPT　に抵抗性を示すものと考えられ
る。ここでも　し、WRN　が　NHEJ　経路で機能するならば、
CPTに対し抵抗性を示すことが予想される。そこで、阿児Ⅳ‾／‾
単独破壊株およびgU70‾／‾／阿児Ⅳ‾／‾，βⅣ4－Pgc∫‾／‾／‾／阿児Ⅳ－／一　二重
遺伝子破壊株の　CPT感受性を調べた。その結果、gU70－／－　お
よび　βⅣ4－Pgc∫‾／‾／‾　単独破壊株は報告通り、野生株に比べ
CPT　に高い抵抗性を示した（Fig．7A－a　と　7B）。一方、
秒胤V‾／‾　単独破壊株は野生株に比べ若干の　CPT　感受性を示
した（Fig．7A－a　と　7B）。このこ　とは、WRN　は　KU70　や
DNA－PKcs　とは異なる機能を有するこ　とを強く　示唆してい
る。
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興味深いことに、五U70‾／ソ搾りLV‾／‾　や　βⅣ4＿Pgc∫‾／‾／ソ阿児Ⅳ‾／‾
二重遺伝子破壊株では　阿児Ⅳ‾′／‾　単独破壊株の弱い　CPT　感
受性は打ち消され、gU70‾／‾　や　βⅣ4－Pgc∫イ‾／‾　単独破壊株の
高い　CPT　抵抗性が観察された（Fig．7A－a　と　7B）。また、
KU70－／‾／WRN‾／T　二重破壊株に　KU70　cDNA　を導入した細胞
株では、CPT　に対する高い抵抗性は消失し、阿児Ⅳ‾／‾　単独破
壊株の　CPT　感受性のレベルに近づいた（Fig．7A－b）。この
こと　よ　り、　CPT　抵抗性が　KU70　の欠損によ　り引きおこさ
れるこ　とが再確認された。
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3・5WRN　と　BLM，XRCC3　との関係
搾りLV‾／‾　単独破壊株と同様に弱い　CPT　感受性を示す
DT40　細胞株の中に、BLM‾／‾　や　XRCC3－／一　株がある。BLM
は　WRN　と同じ　Rec（〕ファミリーに属するが、異なる機能
を持っことが示唆されている。一方、XRCC3　は相同組換え
（HR）修復経路で機能するタンパク質である（vanGenteta1．，
2001）。
まず、朋CCj‾当阿児Ⅳ‾／‾二重破壊株（Fig．8A）および
WRN－／－／BLM－／一二重破壊株（Fig．8B）の　CPT　感受性を調べ
たところ、それぞれの二重破壊株は対応する単独株よりも相
加的にCPT　感受性が増大した。従って、WRN　は　XRCC3　や
BLM　とは異なる経路で　CPT　による傷害に対処している
ことが示唆された。次に、β上〟‾／‾　単独破壊株の示す弱い
CPT　感受性が　gU70　遺伝子破壊により、gU70√／阿児Ⅳ－／一　二
重破壊株の場合と同様に、CPT　に対して高い抵抗性を示す
ようになるか否か調べた。その結果、WRN　の場合とは異な
り　β上〟‾ノ′‾　単独破壊株の　CPT　感受性は　gU70　遺伝子破壊
で抑制されなかった（Fig・8C－a　高濃度　CPT；Fig．8C－b低濃
度　CPT）。従って、Fig．7　観察された　WRN－／一単独破壊株の
CPT　感受．性の　KU70　遺伝子破壊による抑制効果は、WRN
に特異的な現象である可能性が高まった。
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第　4節　考察
topoI　および　topoII　阻害剤に対する感受性を指標と　し
たアッセイにより、WRN　はKU70やDNA－PKcsなどの機能
する　NHEJ経路で働いているとは考えにくいデーターが得
られた。これまで細胞内で　WRN　は　KU70／80／DNA＿PKcs
複合体と免疫沈降可能な相互作用をし、さらには　WRN　と
KU70，DNA－PKcs　は試験管内での生化学的なア　ッセイによ
りそれらの機能的関連が示唆されている。しかし本章の結果
を素直に解釈すれば、　WRNは　NHEJ　の反応そのものには
必須でない可能性が初めて示唆された。
一方、興味深いことに　〟U70　遺伝子破壊は、阿児Ⅳ‾／′‾　単独
破壊株の弱い　CPT　感受性を高い　CPT　抵抗性へと変換さ
せるが、β上〟‾／‾　単独破壊株の感受性には何の効果も与えな
かった。従って、この現象が　WRN　に特異的であるこ　とが
示唆された。ではどのよ　うに説明したら良いのであろうか？
WRN　が　KU70　や　DNA－PKcs　と相互作用する意義と　し
て、「WRN　は　NHEJ　経路を抑制的に制御している（Fig．9）」
と仮定すると本研究のデーターを矛盾なく説明できる。すな
わち、WRN　は　NHEJ　そのものの必須因子ではないので
topoI，tOPOII　阻害剤に対し　KU70　や　DNA－PKcs　といっし
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よに　DNA　修復に関与する必要は無い。さ　らに　WRN　が
KU70　や　DNA－PKcs　の機能を部分的に抑制する　こ　とに由
来する表現型（阿児Ⅳ‾／‾　単独破壊株の弱い　CPT　感受性）は、
抑制の対象である　gU70　や　βⅣ4－Pgc∫　遺伝子の破壊によ
り消失する（gU70‾／‾／抒リLV．／‾　やかⅣ4－Pgcが／－／ソ阿児Ⅳ－／－　二重遺
伝子破壊株は　〟U70‾／‾，βⅣ4－Pgc∫‾／‾／‾　単独破壊株と同様に
CPT　に高い抵抗性を示すよ　うになる）。
Fig．9WRNとNHEJの関係
WRN　が　NHEJ　に対し抑制的に作用する機序と　しては、
WRN　が　KU70　や　DNA－PKcs　と　結合　し、WRN　の　も　つ
exonuclease　活性で　KU70／KU80／DNA－PKcs　複合体の結合
している　DNA　基質を分解するこ　とで、NHEJ　の経路を遮
断している可能性が考えられる。
最近、DT40　PARP－1－／r　単独破壊株（Hochegger et a1．，
2006）および　RAD18－／．単独破壊株（Yoshimura et a1．，
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2006）が　CPT　に対　し高感受性を示　し、その高感受性が
〟U70　遺伝子破壊によ　り、gU70‾／‾　株と同程度の　CPT　抵抗
性へと変換されることが相次いで報告された（Hochegger et
a1．，2006；Saberiet a1．，2007）。　これらの報告では、「PARP－1
および　RAD18　は　NHEJ　を抑制的に制御している」可能性
が指摘されてい争。PARP－1は　WRN　および　KU70　と相互
作用するこ　とが報告されており、一方、PARP－1は　WRN　や
KU70　および自分自身を含めた様々なタンパク質を　poly
ADP－ribosyl化する（Liet a1．，2004）。これらの事実を考慮す
る　と　PARP－1と　WRN　はいっ　しょに　NHEJ　経路を抑制　し
ている可能性も考えられる（Fig．10）。一方、これまで　RAD18
と　WRN　との関係については報告がないため、次章で「WRN
と　RAD18　の関係（第3　章）」について調べるこ　と　に　した。
Fig．10NHEJ及びその機能を抑制するタンパク質群
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第　3章　炒りLⅣ‾／ソ鮎hDlβ‾／‾細胞株の解析
第1節は　じめに
損傷ト　レラ　ンス　に関わる　RAD18　と　NHEJ　に関わ
る　KU70　の二重破壊株の解析（Yoshimura et a1．，2006）か
ら「RAD18　が　NHEJ　を抑制」しており、さ　らに様々　な
データーから「WRN　と　RAD18　経路に何らかの関連が
存　在　す　る」　可　能　性　を　議　論　し　た。　RAD18　は
ubiquitin－COnjugating enzyme（E2）である　RAD6　とヘテ
ロ　ダイ　マーを形成し、PCNA　をユ　ビキチン化する　こ　と　が
知られている（Hoege et al．，2002；詳細は次節）。PCNA
は　Pola　の補助タ　ンパク質であ　り、PCNA　と　Polb　はと　も
に　DNA　複製に必須の役割を果た　している。
Pig．llRAD18とWRNとの関係
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一方、WRNおよび　“我々が同定した　WRN　結合タ　ンパ
ク質の一つ　WRNIPl”（Kawabe et a1．，2001）はと　もに　Polb
に結合し、なおかつその活性を促進する　こ　と　が報告され
て　い　る（Tsurimoto et a1．，2005）。　さ　ら　に遺伝学的　に
WRNIPl　と　RAD18の同時欠損に　よ　る合成致死性が出芽酵
母で報告されている（Hishida et a1．，2002）。それらの知見
をまとめたものを　Fig．11に示す。このよ　うな背景から、
WRN　の細胞内の機能を知る上で　WRN　と　RAD18　の関
係を解明する　こ　と　が重要である　と　の考えに至った。そこ
で本章では　DT40　阿児Ⅳ‾／‾／鮎hDlさ「／‾　二重破壊株を作製し、
両者の関係を遺伝学的に解析する　こ　と　を　目指　した。
第　2節　RAI）18によ　る損傷ト　レラ　ンス機構
DNA　損傷によ　り　複製フォーク　の進行が阻害される　こ
と　は、細胞の生存に　と　って重大な障害と　なる。例えば紫
外線照射によ　って生　じた　DNA　傷害は主にヌク　レオチ
ド除去修復によって修復されるが、少なく　と　も数時間を
要する。従って、未修復の損傷に　DNA　複製装置が衝突
する危険を細胞は回避できない。そのよ　う　な場合に、鋳
型上の損傷を乗り越えて　DNA　複製を続行させ、複製フ
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オーク　が通過後にゆっ　く　り　と　DNA　修復を行　う　システ
ムが原核、真核細胞を問わず細胞には備わっている。こ
の　シ　ス　テ　ム　の　こ　と　を　損　傷ト　レ　ラ　ン　ス　と　呼　ん　で　い　る
（Lehmann et a1．，2006）。
真核細胞のなかで損傷ト　レランス機構の研究が最も進
んでいるのは出芽酵母である。Rad6／R′ad18へテロ　ダイマ
一に　よ　っ　て　DNA　複製関連タ　ンパク　質　PCNA　がモ　ノ
ユビキチン化され複製を担う　DNA polymerase b　との結
合が一時的に不安定になる。この時、DNApolymerase　り
あるいは、DNA polymerase C　が　DNA polymerae a　に
と　っ　て　代　わ　り　損　傷　部位　を　乗　り　越　え　て　複　製　が　進　み
（Fig・12；Translesion synthesis）、そ　の後す　ぐに　DNA
POlymerase a　と　再度入れ替わる　と　い　う　モデルが提唱　さ
れている（Lehmann et a1．，2006）。一方、コピー選択機構
（Fig・12；Damage avoidance）はモノユ　ビキチン化された
PCNA　が　さ　ら　に　Mms2／Ubc13／Rad5　に依存　してポリ　ユ
ビキチン化され、DNA polymerase a　が一時的に複製の鋳
型　DNA　から脱落する、次に損傷を受けていない姉妹染
色分体を利用（コピー選択）して　DNApolymerase a　を
再度利用　して　DNA　合成を行い損傷を乗り越えるモデ
ルが提唱されている（Branzeiet a1．，2004）。基本的に、DNA
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POlymerase　刀　による　TLSは　error－free、DNA polymerase
C　による　TLS　は　error－PrOne　であり、コ　ピー選択機構は
error－free　である　こ　と　が示唆されている（Ulrich et a1．，
2000；Prakash et a1．，2005）。
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Fig・12PCNAのモノユビキチン化とtranslesionsynthesis
第　3節　　結果
3．1　DT40　肝属Ⅳ‾／ソ腰JLDJl「′‾　二重遺伝子破壊株の作製
京都大学の武田俊一博士よ　り　供与された　DT40　月4β1β‾／‾
単独破壊株を親株と　して（Yamashita et a1．，2002）、WRN
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第1遺伝子座に　blasticidin耐性遺伝子を、第2遺伝子座
に　puromycin　耐性遺伝子を組込む（Fig．13A）こ　とで
抒甘Ⅳ‾／ソ月4日ウノβ‾′．‾　二重遺伝子破壊株を作製した。株の樹立
はサザ　ン　プ　ロ　ット　法　（Fig．13B）、お　よ　び　RT－PCR
（Fig．13C）によ　り確認した。
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Fig．13Generationof血DIJ戸DT40cclls
（A）Schematicrepresentationofthe WRNgenomicIocusbefbre（GdⅣ尺Ⅳlocus）andaftertargeted
disruption（targetedIocus）・Theprobe usedinSouthern analysisisindicated by a thickline．The
predicatedfragmentsandtheirlengthsdetectedbyhybridizationareindicated．（B）Southernanalysisof
RAD18－／－andWRN7RAD18”DT40cells．（C）RTLPCRanalysisoftotaIRNAfromwild－type（1anel），
RAD18”（lane2），肝尺灯，（lane3），and附欠Ⅳ‾／RADl8．．‾ceIIs（lane4，5）．RECQLIwasamplifiedasa
loadingcontroI．
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3．2　DT40　Ⅵ／月Ⅳ．当月A上目β‾／．二重遺伝子破壊株の細胞
増殖能
月4日ワ1β‾／っ　炒りLⅣ‾／‾二重破壊株の細胞増殖を測定したと
ころ、各単独破壊株と同様に野生株と差のない細胞増殖
能を示した（Fig14A）。またコロニー形成能についても
月4日ウノβ‾／‾／阿児Ⅳ‾／‾二重破壊株は　月ノLDJさ「／一　単独破壊株と同
等の形成能を示した（Fig．14B）。
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Fig・14GrowthPropertiesoflγRNlr偵ADI8・／・IIVRN・／・IRADI8・／－1andwi1d・typeDT40cells
（A）Growthcurves・Cellswereinoculatedinto30mmdishesandcountedaftertheindicatedperiods．
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3・3姉妹染色分体交換sister chromosome exchange
（SCE）の頻度
朋か用∴／附しⅣ‾／‾二重破壊株の細胞増殖は野生株ある
いは各単独破壊株と差がなかったので、DNA　複製中の
トラブルの鋭敏な指標と　して知られている姉妹染色分体
交換の頻度（SCE）を調べることにした（Fig．15A）。SCE
は　DNA　複製の際に相同組換え反応を介して起こる　と考
え　られている。
Fig．15B　よ　り、月4日ウノβ．′′‾単独破壊株では野生株よ　り　も
SCE　の頻度が高く　なり（Yamashita et a1．，2002）、WRN‾／．
単独破壊株でもほんの少し　SCE　頻度の上昇傾向が観
察される（Imamura et a1．，2002）。WRN．／－／RAD18－／一　二重破
壊株　で　は　相　加　的　な　SCE　頻　度　の　上　昇　が　見　ら　れ　た
（Fig・15Bおよび15C－a）。
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以前の今村らによる　β上〟‾／ソ阿児Ⅳ‾／‾二重破壊株の解析
より、β上〟‾／‾単独破壊株で劇的に上昇する　SCE　頻度が
炒りLV　遺伝子破壊によ　り低下する　こ　とが報告されている
（Imamura et a1．，2002）。実際に、我々の研究室で独自に作
製した　β上〟‾／ソ炒りLⅣ‾／‾二重破壊株の　SCE　の頻度を測定し
たところ、今村の報告と同様の結果を得た（Fig．15C－b）。
こ　の　こ　と　は、RAD18　と　BLM　の欠損に　よ　り　生　じ　る
SCE　頻度の上昇の機構が異なっ　てお　り、少な　く　と　も
WRN　は　RAD18　の損傷ト　レラ　ンス機構が存在しない際
には、複製フォーク上で　SCE　が起きないよ　う　に機能し
ている可能性が示唆された。
3．4WRⅣ‾′’！RA上りβ’′．二重遺伝子破壊株の　DNA傷害剤
に対する感受性
RAD18．／一単独破壊株はγ線、UV、MMS、Cisplatinなど
に高い感受性を示すことが報告されている（Yamashita et
a1．，2002）。一方、WRN‾′‾単独破壊株も弱いながら　DNA傷
害剤に感受性を示す（Imamura et a1．，2002）。そこで
腰JHワ1β‾／っ　抒胤Ⅳ‾／‾二重破壊株の各種　DNA　傷害剤に対す
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る感受性を調べる　こ　と　で、　WRN　と　RAD18　の　DNA
傷害時における関係を解析するこ　とにした。
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Fig．16SensitivityofW7tN＋LRAD18＋DT40Cellsto4NQO，MMS，andCDDP
Cellsweretreatedwiththeindicatedconcentrationof（A）4NQO，（B）MMS，Or（C）CDDPasdescribed
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Fig．16A　および　B　では、如＝ワノβ．／‾／抒胤Ⅳ‾／‾二重破壊株の
4NQO（Fig・16A）および　MMS（Fig．16B）に対する感受性
を調べた。その結果、朋β1β‾つ阿児Ⅳ‾／二重破壊株の　4N（〕0
および　MMS　に対する感受性は、月4β1β‾／‾単独破壊株の
それと同じであるこ　とが判明した。従って遺伝学的には
WRN　は　RAD18　の機能する損傷ト　レラ　ンス機構の中で
働く　可能性が示唆された。
さらに異なる　DNA　傷害剤、Cisplatin（CDDP）に対す
る感受性試験を行った（Fig16C）。驚く，べきこ　とに、
RAD18．’－／WRN‾／‾二重破壊株の　CDDP　感受性は　RAD18－／一
単独破壊株の感受性よ　り　もむしろ若干の改善が観察され
た。
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第　4節　　考察
DNA傷害剤を用いた解析によ　り、MMS、4NQOによる
傷害では　WRN　が　RAD18　の経路で機能する　こ　とが示唆
された。さ　らに、CDDPによる傷害では、WRN　がなけれ
ば　月4日ウノβ　遺伝子破壊によ　る損傷ト　レラ　ンスの欠損が
緩和される　こ　とが判明　し、「CDDP　によ　る複製フォーク
の停止の際にフォーク上の　WRN　の働きによ　り、よ　り効
率良く　RAD18　経路が機能する」可能性が示唆された。
BLM　は　WRN　と同様に　RecQ　ファ　ミリ　ーの属す
る　タ　ンパク質であるため、本章で得られた結果が　WRN
に特異的な現象か否か、DT40月」かノβ‾／‾β上〟‾／‾二重破壊株
の各種　DNA　傷害剤に対する感受性を測定する　こ　とで調
べてみた。その結果よ　り、月4日〕1β‾／‾月上〟‾／‾二重破壊株の
MMS，4NQO，CDDP　に対する感受性は各単独破壊株の感
受性よ　り　も高かったこ　とから、「BLM　は　RAD18　経路と
は独立した経路で機能する」こ　とが判明　した。従って、
「WRN　は　RAD18　の関わる損傷ト　レランス機構の中で
働く」という仮説は、調べた　Recq　の中で　WRNにのみ
あてはま　る事象である　こ　とが示唆された。仮に、この仮
説が真実ならば、WRNはこの経路においてどのよ　う　な機
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能を果た　しているのだろ　う　か？
WRN　は前述したよ　うに、DNA polymerase∂　をはじめ
と　して、複製因子である　PCNA，FEN－1，RPA　と物理的に
相互作用でき　る。従って、RAD6，RAD18の下流における
損傷乗り越え合成（TLS）やコ　ピー選択型の複製後修復
機構（dam、age avoidance）において（Fig．12）、WRN　は
Pol∂　の付随因子　と　して反応全体を円滑に遂行する役割
を担っている可能性が考えられる。
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第　4章　　総括
本研究で採用　したニワトリ　DT40　細胞を用いた多重
遺伝子破壊に　よ　る　WRN　の機能の解析には優れた点　と
不利な点が混在している。それを考慮しなが　ら本研究を
総括する。
ヒト　の　WS　患者由来の細胞を用いた研究は、多　く　の
場合に一例報告に陥　り　やすい。その最大の理由　は　WS
細胞ひと　つを　と　って　も、異なる患者、異なる年齢、異な
る性別、異なる人種、異なる臓器由来、異なる不死化条
件、異なる培養履歴などの複合的な要因が重な　り、その
WS　細胞に限っての表現型を研究する　こ　と　にな　り　かねな
い。さ　ら　に　WRN　の　よ　う　にその欠損が何十年も　してから
個体と　して表現型が顕在化する場合、細胞レベルの表現
型の検出は困難を極める。一方、DT40　細胞における　ノ
ックアウト実験は、安定なカリ　オタイ　プを持つ細胞を親
株と　し、全ての　DT40　細胞を用いる研究者がたっ　たひ
とつの親株由来の細胞を用いて実験している点にある。
すなわち、半世紀前に異なる大腸菌を研究　していた人々
が、データーや材料の互換性を持たせるために、全員で
且．coIJ g12　株を親株と　して採用　した事例に似ている。遣
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伝学的に再現性のあるデーターを取得するには、遺伝学
的背景を均一にするのが必須要件であるのは言うまでも
ない。一方、DT40　細胞では　p53　が不活化している、
また当然ながらヒトの細胞ではないので完全なヒトのモ
デルとは言い難いなどの欠点もある。
以上のよ　う　な背景の中で、本研究において初めて　WRN
の系統的かつ再現可能な遺伝学的データーを提示するこ
とに成功した。さ　らに、第二章と第三章の結果を統合し
てみる　と、DNA　複製装置が損傷に遭遇した際、PARP－1，
WRN，RAD18　は　NHEJ　が機能　しないよ　う　に抑制をかけ
ると　と　もに、WRN　は　RAD18　と　と　もにその損傷をう　ま
く　回避す　る　手助　け　を　し　て　い　る　可能性が　考　え　ら　れ　る
（Fig．17）。一般的に、NHEJ　は　DSB　の末端同士を結合さ
せるので、DNA　複製中に形成される　DSB　のよ　う　に末
端が一つの場合、全く　関係のない　DSB　の末端につなが
れるこ　と　によ　り致命的な傷害を生じてしま　う可能性があ
る。従って、細胞は　PARP－1，WRN，RAD18　などが関与す
る複数のシステムを進化させて複製中のトラブルをうま
く　回避するよ　う　にしてきたと考えられる。また、　NHEJ
を抑制する代わりに、PARP－1，WRN，RAD18　は　SSA　や
HR　を促進する役割を果たしている可能性も考えられる。
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残念ながら本研究では、WRN　が具体的に何をしているの
か分子レベルで立証する　と　ころまで研究を進めるこ　とがで
きなかった。しかし最近、当研究室の吉村はヒト　RAD18　と
ヒト　WRNIPl（WRN　に結合する　タ　ンパク　質のひとつ；
Fig．11参照）が細胞の中で免疫沈降可能な複合体を形成す
ることを証明し（未発表）、WRN，WRNIPl，RAD18　の機能的
連関を分子レベルで解明できる可能性も開けつつある。また、
PARP－1と　WRN，　PARP－1と　KU70，　WRN　と　KU70
はそれぞれ相互作用し、WRN　と　PARP－1が　NHEJ　を抑制
することは特筆に値する。今後、WRN，PARP－1と　NHEJと
の関係を分子レベルで解明するこ　と　も重要な研究課題にな
るであろう。最後に、本研究が　WRN　の細胞内の機能を分
子レベルで解明するための第一歩になることを期待しつつ、
本論文を終えること　とする。
；一三’亀、‘主・∫・－・ウ　NHEJ
拇備トレランス
Fig．17本研究から推測されたモデル
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第5章　実験材料および方法
第1節細胞培養
1．1使用株
本研究で使用したDT40細胞株を以下に示した。
Wild－type
WRN，（WRN：：His／Bsr）
BLML（BLM‥：His／Bsr）
XRCC3．，（XRCC3：：His侶sr）
KU70‾■（KU70：：His！Bsr）
RAD18．人（RAD18：：His／Hyg）
DN4rPKcs－LL（DNA－PKcs：：Neo′Hyg／His）
XRCC3．／血ZNJ－（XRCC3：：His′Bsr WRN：：Eco／Puro）
KU70－／二wRN＋（（KU70：：His／Bsr WRN：：Hyg／Puro）
RAD18当nNl（RAD18：：His／Bsr WRN：：Puro／Bsr）
DN4－PRh－ルwRNl（DNA－PKcs‥：Neo′Hyg／His WRN：：Puro／Bsr）
KU70－FBLMl（KU70：：His侶sr BLM：‥Hyg個eo）
RAD18－んBLML（RAD18：：His／Bsr BLM：：Bsr個eo）
1．2培地および試薬
1）RPMI培地
RPMI＃1640培地（日水製薬）10．2g、HEPES（同仁化学研究所）2．4gピルビ
ン酸ナトリウム（WAKO）0．1gを脱イオン水lLに溶解し、高圧蒸気滅菌
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（121℃、20min）して4℃で保存した。使用時には10％NaHCO，でpH7．2に
なるように調整し、さらに最終濃度2mML（＋）－グルタミン（WAKO）、10％非
働化済みの牛胎仔血清と1％非働化済みのニワトリ血清、0．1g／L硫酸カナマ
イシン（明治製菓）になるように培地を調製した。
2）10％NaHCO3
NaHCO3（WAKO）10gを脱イオン水100mlに懸濁し高圧蒸気滅菌する。
3）L（＋）一グルタミン
2．94gのL（＋）－グルタミン（WAKO）を100mlの生理食塩水に溶かし、濾過滅
菌した。
4）牛胎仔血清（fbtalcalfserum；FCS）
Flow社製またはBioserum社製のものを56℃で30min非働化した後、4℃で
保存した。．
5）ニワトリ血清（chickenserum；CS）
SIGMA社製のものをFCS同様に非働化した後、4℃で保存した。
6）PBS（phosphate－buf托redsaline）
NaCl（WAKO）8．0g、CaC12（WAKO）0．2g、NaH2PO4・12H20（WAKO）
2．9g、KH2PO4（WAKO）0．2gを脱イオン水1Lに溶解した。
7）メチルセルロース培地
216mlMilliQ水と7．5gメチルセルロース（Fluka）をそれぞれ500mlメディ
ウム瓶に入れ、高圧蒸気滅菌する。それぞれ熱いうちに、Milli（〕水をメチル
セルロースの入った瓶に加え素早く良く撹拝した。50℃程度まで冷めたら2
×DMEM仔－12培地を216ml加え、低温室で一晩撹拝した。翌日75ml非働
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化済みFCSと7・5ml非働化済みCSを加え、低温室で一晩撹拝し、4℃で保
存した。
8）DMEM／F－12培地
1L分のDMEM／F－12（Gibco）およびNaHCO3（WAKQ）1．2gを500mlの脱
イオン水に溶解し、濾過滅菌した後、4℃に保存した。
第2節　DT40細胞へのトランスフェクション
2．1使用薬剤濃度
選 択 マ ー カ ー 使 用 薬 剤 銘 柄 ス ト ッ ク 濃 度 終 濃 度
Histidinol： His‥L－Histidinol（Sigma） 100mg！mlinsterMiIiq 】．Omg／ml
Blasticjdin： Bsr：BlasticidinS （フナ コシ） 3．0mg／mHnsaIjne 30　〃g／ml
Puromycln： Puro：Puromycin （Sigma） 0・5mg／m＝nsterMiJIiQ 0．5　〃g／ml
Neomycln： Neo：Geneticindisulfhte （WAKO） 200mg／m＝nsterMiHiQ 2．0mg／ml
Hygromycln： Hyg：rOmyCinB （WAKO） 250mg／mlinstcrMili（） 2．5mg／ml
Ecogpt： Eco：Mycophenolicacid （WAKO） 10mg／mlinDMSO 20　〃g！m】
BIcomycIn二 Bleo：Zeocinsolution （lnvitrogen） 100mg／ml 1．0mg／m】
2．2　実験方法
DT40細胞をRPMI培地で培養した0約1・0×107の細胞を1，000rpm、5min、
4℃で遠心して回収した後、PBSlOmlで細胞を洗った。次に予め、直鎖化し
た30〃g／のターゲテイングベクターを含むPBSO．5mlに細胞を十分に懸濁
した。氷上に10min静置した後、GenepulserⅡapparatus（BioRad、Hercules、
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CA）を用い、0．55kV、25岬で細胞をェレクトロポレーション後、氷上に
10min静置した。細胞を20mlRPMI培地に移し、24k、39℃で培養した後、
細胞を遠心分離して回収し、抗生物質を含む100mlのRPMI培地に再懸濁し、
96wellプレート5枚に播いた。1週間程度39℃で培養した後に生じた薬剤耐
性コロニーを24wellプレートに移し、培養した。
第3節　サザンプロットによる遺伝子破壊の確認
3．1DNAプローブのmラベリング
3．1．1材料および試薬
1）RediprimerKit（AmershamPharmacia）
2）spin－COlumnG50（BoehringerMamieim）
3）［α－32p】dCTP（AmershamPha，maCia）
4）pcRKit（同上）
5）wRN用プローブ
PGEM－T：‥WRN＃4－1をBamHI／PstI消化で得られる1．2kbの断片をプローブ
として用いた。
3．1．2　材料および試薬
Glassmilkで回収したプローブ用ゲノムDNA断片25ngを50〃lTEに溶
解する0100℃、5min加熱した後、水中に急冷し変性させた。RediprimerKit
のlabelingmixtubeに変性DNA溶液を入れ、1abelingmixを溶解した。5〃1
の［α－32p］dCTP（50mCi）を加え、37℃で30minインキュベー上した。EDTA
を加えて反応を停止させた後、保存液を遠心除去したSpin－COlumnG50に移
し、3，000rpmで3min遠心し、ラベリングしたプローブ溶液を得た。プロー
ブ溶液は使用直前に100℃、10min加熱し氷冷した後に使用した。
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3．2　サザンハイブリダイゼーション
3．2．1材料および試薬
1）denaturingbuffbr；0．25MHC1
2）neutralizingbu飴r；1．5MNaCl、0．5MNaOH
3）20×SSC；3MNaCl、0．3MNa，－Citrate（pH7．0）
4）20×SSPE；3MNaCl、0・2MNaH2PO4・H20、0・02MEDTA（pH7．4）
5）50×Denhardtsolution；1％Ficol1400（nacalai）、1％polyvinylpyrrolidone（P－5288）
（SIGMA）、1％BSA（丘action V）：5・OgのFicoll、5．0gのpolyvinylpyrrolidone、
5・OgのBSAを500mlの脱イオン水に溶解し、Milliporeフィルターで濾過滅
菌して50mlチューブに分注したものを－20℃で保存した。
6）10mg／mlsalmonspermDNA（ssDNA）
サケ精子DNAを約10mg／mlになるようにTEに溶解し、使用直前に100℃、
10min加熱し、氷冷したものを用いた。
7）prehybridizationbuffbr；5×SSC、1×Denl1ardtsolution、2％SDS（WAKO）、50％
formamide（nacalai）、0．1mg／ndsalmonspermDNA
8）hybridizationbuf托r；5×SSC、1×Denhardtsolution、2％SDS（WAKO）、50％
formamide（nacalai）、0・1mg／mlsalmonspermDNA、5〃1［α－32p］dCTPprobe
DNA
9）washsolutionl；2×SSC、0．05％SDS
lO）washsolution2；0．1×SSC、0．05％SDS
ll）HybondN（AmershamPharmacia）
3．2．2　実験方法
1）membraneの作製
PCRcheckで陽性のクローンにつき107の個以上DT40細胞を回収し、3．1
の方法で試薬の量を5倍にしてゲノムDNAの回収を行った。各サンプルに
つき40〃gのゲノムDNAを一晩制限酵素処理をおこなった。EtOH沈澱し、
20〃lTEに溶解させたゲノムDNAを1％アガロースゲル（SeaKemRGTGR
agaroseBMA）、1×TAEbuffbrで30V、16．5hr電気泳動を行った。EtBr染色
を行った後、ゲルをdenaturingbuffbrに入れ、BPBマーカーの色が黄緑色に
変化してからさらに20min震塗させた。次に水道水でゲルを洗浄し、
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neutralizingbu飴rに入れ30min震塗させた。軽石に20×SSCをしみ込ませて
transfbr容器を用意し、3MMpaperを軽石の上にのせ、20×SSCを十分にし
み込ませた。ゲルを逆向きに泡が入らないようにのせ、この上にHybondN
membraneをのせ周囲をパラフイルムで囲んだ。その上に5×SSCに浸した3
MM paperをのせ、さらに20cmの高さのキムタオルをのせて一晩トランス
ファーした。翌日　membraneにwellの位置を記し、乾燥しないうちに
UV－CrOSSlinkさせた。Membraneを5×SSCですすぎ、3MMpaperに挟んで完
全に乾燥させたものを－20℃で保存した。
2）hybridization
membraneは2×SSCに浸した後、42℃のprehybridizationbuffbrに浸し、2hr
震塗しながらインキュべ－上した。次にプローブ溶液を入れたhybridization
buf托rで42℃、一晩震塗しながらインキュべ－上した。WaSh solutionlに
membraneを移し、42℃で5minx3回繰り返して、洗浄した後、WaShsolution
2で同様の操作を行った。濾紙にmembraneを張り付けてオートラジオグラ
フィーを行った。
第4節　RTJPCRによる遺伝子破壊の確認
4．1DT40細胞からのtotalRNAの抽出
4．1．1材料および試薬
1）TRIzoIReagent（GibcoBRL）
4．1．2実験方法
水冷PBSで洗浄した1×107細胞のペレットにTRIzoIReagentlmlを加え
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て可溶化し、室温で5min静置した0200〟lのchloroformを加えてよく混和
し、室温で3min静置後、12，000rpm、4℃で15min遠心した。その上清（約
500〃1）に2－PrOPanOl（WAKO）を500〃l加え混和し、10min室温に静置後、
12・000rpm、4℃で10min遠心し、沈降したRNAを75％EtOHで洗浄した。
RNAペレットを風乾し、DEPC処理MilliQ水に溶解した。濃度測定後、＿80℃
で保存した。
4．2　RT－PCR
4・2．1材料および試薬
1）superscriptTMⅢRT、5×nrst－Strandbufrbr（Invitrogen）
2）01igodTprimer（Invitrogen）
3）10mMdNTPmix（Invitrogen）
4）0・lMDTT（Invitrogen）
5）RNaseOUTTM（Invitrogen）
6）RNaseH（Invitrogen）
7）pcRkit
4．2．2各種primer
l）wRN破壊確認用primer
呈：；監禁；盈怨霊禁豊agaagaC
2）RAD18破壊確認用primer
l・rad18－left－fh，　5一一ccCataaCtattgttCCCtttgCataCgg
2・rad18－right－reV　5▼－gggatttagagaatCaCaCtgagCattataCaCgtgC
3）KU70破壊確認用primer
呈霊霊芝3　豊竃芸慧豊簑器禁
4）D凡4－PKcs破壊確認用primer
呈：芸。S。　怨霊宗禁怨霊g
5）RECQLl確認用primer
2：；g：IS　　竃竃怨霊芸gtcatct。
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4・2・3　PCRcycle
l）附RⅣ破壊確認用cycle
94℃1
（94℃　30，
61℃　30，
72℃　2）×24
72℃　5
2）凡4上）1β破壊確認用cycle
94℃　2
（98℃15，
56℃　30，
72℃1）×24
72℃　5
3）〟U70破壊確認用cycle
94℃　3
（94℃　30，
60℃　30，
72℃　2）×24
72℃　5
4）DN4－PKcs破壊確認用cycle
94℃1
（94℃　30，
61℃　30，
72℃　2）×24
72℃　5
5）尺gCe上1確認用cycle
94℃1
（94℃　30，
58℃　30，
72℃　2）×24
72℃　5
4．2．4　実験方法
細胞から抽出した5〃gのtotalRNAに1〃lのoligodTprimerと1〝lの
10mMdNTPmixを加えRNasefreewaterで13　〃lにし、65℃、5min加熱し、
氷中に急冷する。4〃1の5×丘rst－Strandbuffbr、1〃1の0．1MDTT、1〃1
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のRNaseOUTTM、1〃lのSuperscriptTMⅢRTを加えて、25℃で5min予熱
してから、50℃で1hr反応させる。その後、70℃で15min加熱して反応を停
止させたollLIRNaseHを加え、37℃で30minインキュべ－トLRNAを完
全に分解した。こうして得られたnrststrandcDNAを鋳型として、上記の
PrimerおよびPCRcycleによりPCRを行い、1％アガロースゲルに泳動した。
第5節　細胞増殖能の測定
5．1材料および試薬
1）0・5％Trypanblue；0・5gのTrypanblueを100mlの脱イオン水に加え、良く撹
拝して溶かした後、Milliporeフィルターで濾過したものを用いた。
5．2実験方法
2×104細胞を3mlRPMI培地を含む35mmdishで培養し、0・5％Trypanblue
を培地のl／25容量加えて死細胞を染色した。Trypanblueで染色されない生細
胞のみを一定の時間間隔で計測した。細胞数の増加にあわせて60mmdish、
100mmdishへと全量移し、さらに希釈することで細胞を対数増殖期に維持
した。
第6節　コロニー形成能の測定
6．1材料および試薬
1）メチルセルロース培地（第一節参照）
2）methylmethanesulfonate（MMS）（Aldrich）
3）cisplatin（CDDP）（SIGMA）
4）CamPtOthecin（CPT）（SIGMA）
5）vp16（SIGMA）
6）ICRF－193（AFFINITIResearchProducts）
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6．2実験方法
各濃度のMMS、CDDP、CPT、VP16、ICRF－193を含む1．5％メチルセルロ
ース培地に、400cells／dishとなるように細胞を加え、十分に撹拝し、6cmdish
に播いた。UVについては、予め各doseのUVを照射した細胞を、1．5％メチ
ルセルロース培地に400cells／dishとなるように加え、十分に撹絆し、6cmdish
に播いた。39℃で約一週間培養した後、細胞コロニー数を数えた。
第7節　姉妹染色分体交換
7．1材料および試薬
1）75mlKCl（低張液）；2．87gのKCl（WAKO）をMilliQ水に溶解し、室温に
保存した。
2）カレノア固定液；3：1の割合でMeOH（WAKO）とAcOH（WAKO）を使用
する直前に混合して用いた。
3）0．5Mphosphatebuf托r（10×PB）；11．34gのKH2PO4（WAKO）と59・69gの
Na2HPO4・12H20（WAKO）に適量の脱イオン水を加えた。pH6．80に合わせ
た後、500mlにメスアップし、高圧蒸気滅菌したものを室温に保存した。
4）2×MacILvainesolution；58．9gのNa2HPO4・12H20（WAKO）とCitrateacid・
H20（WAKO）に適量の脱イオン水を加えた。pH7．02に合わせた後、500ml
にメスアップして室温に保存した。
5）10mg／mlHoechst33258solution；Hoechst33258（WAKO）を10mg／mlになる
ようにMilliq水に溶解し4℃にて遮光保存した。
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6）3％Giemsassolution；Giemsassolution（MERCK）原液を使用時に0．05MPB
（1×PB）に希釈して用いた。
7．2実験方法
5×105細胞を10〃MBrdUを含むRPMI培地で2細胞周期（16hr）培養し、
100〃g／mldemecoIcinsolution（WAKO）を含むRPMI培地で2－3hr培養し
た。その後、細胞を遠心して回収し、75mMKClを10ml加えよく懸濁した
後、室温で12min静置した。カレノア固定液2mlを加えてよく撹拝し1，000
rpmで5min遠心し細胞を回収し、再びカレノア固定液10mlに懸濁して、
室温に30min静置した。その後、10mlのカレノア固定液で2回細胞を洗浄
し、最終的に細胞のペレットを数滴のカレノア固定液に懸濁した。得られた
細胞浮遊液を脱イオン水で表面を濡らしたスライドグラスに滴下しよく拡
散させ、一晩よく乾燥させた。
スライドグラスはlXPBで希釈した10mg／mlHoechst33258solutionに20
min浸し、1×MacILvaine solutionでよくすすいだ。乾燥を防ぐため1×
MacILvainesolutionを数滴のせ、カバーグラスをかぶせ、1cmの距離からblack
light（325nmの紫外線）を30min照射した。次にカバーガラスを外し、再び
1×MacILvaine solutionですすぎ、2×SSC中で58℃、20min保温した。1×
PBでよくすすいだ後、3％Giemsassolutionで20min染色した。8minの水洗
後、乾燥させ、カナダバルサムで包埋し、後日顕微鏡で観察した。
CamPtOthecin－inducedSCEの測定の際は、細胞回収の8hr前に、CamPtOthecin
を培地に最終濃度5nMになるように加えた。
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